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(54) Nouveau support pour la synthese des polynucleotides, en particulier par la methods triester et precede pour sa 
preparation. 
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(5j) La presente invention conceme, a tjtre de support dans la 
synthese des polynucleotides par la methode triester. une since 
HPLC modffiee pour porter les groupements de formule : 

j— Si-O.^ 

po\ — si— o — Si— icH x ) n — 
j — si— o-"- 

Po schematisant le support HPLC et n ayant une valeur de 1 a 
100. 
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coupure chimique et finalement purifie par les techniques 
chromatographiques apres avoir elimine les differents 
groupes protecteurs. 

II existe de nombreux procedes de synthese 
en phase solide pour la synthese des oligonucleotides.. 
Traditionnellement, le probl&me le plus important dans 
le cadre des procedes utilisant un support tient a la 
nature meme du support. De nombreux polymeres ont §te 
utilises dans ce type de synthese et se sont tous 
reveles insuffisants pour differentes raisons. En parti- 
culier, les nucleotides activ§s dif fusent tres lentement 
'a l'interieur de tels supports et il se produit une 
absorption irreversible de certains .reactifs sur le 
polymere ; enfin, les polymeres organiques ont tendance 
a gonfler de facon excessive. 

Bien entendu tous ces problemes pourraient 
etre ecartes en utilisant un support inorganique. Sur 
un tel support, les solvants et les reactifs peuvent 
etre aisement elimines et bien entendu il s'agit d'un 
support qui ne gonfle pas. 

Un tel support a deja ete propose pour la 
synthese des deoxypolynucleotides par H. Koster 
(Tetr. Let., 1527-1530, 1970) . Ce support etait mis 
en oeuvre dans le cadre de la methode au phosphodiester . 

Recemment, des supports inorganiques ont ete 
utilises par Caruthers et al. pour construire des 
chaines oligonucleotides en utilisant la methode au 
phosphite qui utilise une phosphorylation a - 78°C 
(M.D. Matteucci et al. Tetr. Let., 211, 719-722, (1980)). 

De fagon generale, on peut dire que -si les 
supports inorganiques presentent de nombreux avantages 
par rapport aux supports organiques, ils presentent 
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a ete modifiee pour creer des groupes ITC^ sur ^ a sil: *- ce 
par le procede decrit de f agon g€n§rale par P. Tundo et al. 
(J. Am. Chem. Soc, 1Q1 , 22, October 24, 1979). 

Pour obtenir le support selon la presente 
invention, on fait reagir la silice Porasil avec un 
aminoalkyle-trialcoxysilane, ^ reflux dans un solvant. 

II est ensuite n£cessaire de bloguer les . 
groupes Si-OH restant sur la silice, ce qui peut Stre 
effectue par traitement du produit obtenu avec du * 
chlorure de trimithylsilyle, par exemple en solution 
pyridinique. Ce traitement perroet un blocage efficace 
des groupes silanol restants et le. support ainsi 
obtenu peut Stre utilise dans la syn these des poly- 
nucleotides • 

Afin de faciliter la comprehension des 
experiences qui vont suivre, on donnera ci-apres un 
sch§ma de la preparation du support solide sur lequel 
on a fix§ le ■ premier nucleoside . 
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Sur ce schema, on a represent! schematiquement 
la resine Porasil par ses groupes silanols situes en 
surface. C'est sur ces groupes silanols que 1'on fait 
reagir la triethoxysilylpropylamine afin d'obtenir 
le support selon la presente. invention. 

Dans un deuxieme temps on prepare le 
deoxynucleoside active, comme cela est decrit en 
particulier dans Itakura et al. (Nucl. Ac. Res., 8, 
22, 5473,, 1980). Les 5'-dimethoxy N-acyl deoxynucleosides 
sont traites avec 1« anhydride succinique en presence 
de N,N-dimethylaminopyridine en solution dans le 
dimethylfonnamide. Le succinate de deoxynucleoside 
resultant a la formule suivante z 



R — O 



O — C — CH- — CH 0 — C OH 

II 2 2 II 

o o 

dans laquelle R est le radical trityle, monomethoxytrityle 
et dimethoxytrityle et B est N-acyle adenine, guanine, 
cytosine ou thymine. 

Le succinate ainsi obtenu est condense avec 
le pentachlorophenol en utilisant le DCC a titre d'agent 
de condensation. 

Cet ester de pentachlorophenol peut etre 
utilise comme nucleoside active. 

Le nucleoside ainsi active est traite avec le 
support prepare precedemment en solution dans le 
dimethylformamide en utilisant la triethylamine comme 
catalyseur pendant 20 a 24 heures . 
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Exemple 1 

Preparation du support selon 1' invention 

On ajoute 3 lO g de silice Porasil B 15. ml 
de triethoxysilylpropylamine dans 50 ml de toluene et 
le melange est porte au reflux pendant 7 heures . Le 
melange est refroidl. La silice est filtree et lavee 
avec deux fois 100 ml de pyridine. 

On ajoute alors 11 ml de chlorure de trimethyl- 
silyle et le melange est agit£ pendant 4 heures S la 
temperature de la piece. La silice est filtree, lavee 
avec 3 fois 50 ml de pyridine et 3 fois 50 ml d* ether 
ethylique puis on seche dans un dessicateur pour 
obtenir une silice portant des groupes amines libres. 

6 g de la silice ainsi modifiee sont traites 
avec 1 g de triethylamine dans 10 ml de pyridine pendant 
2 k 3 lieures. L'exces de triethylamine est £limin§ par 
coevaporation avec la pyridine ou par filtration et 
lavage avec le dichloromethane et lather ethylique. 

La silice modifiee ainsi obtenue est. sechee 
en dessicateur et utilis^e pour etre chargee par le 
deoxynucleotide active dont on va maintenant decrire 
la preparation . 
Exemple 2 

Preparation du deoxynucleotide active 

" §Z£^ese_du jnonosucc^ 

2zIi5iL^2^SEii£ir_deo ; 

II s l agit la d'.un proc§de general pour 
l'ensemble des nucleosides, c'est pourquoi on - 
decrira uniguement la preparation du monosuccinate 
de 3 1 ( 5 ' -O-dimethoxytrityl) thymidine . 

5,45 g de 5' -O-dimethoxytrityl thymidine 
anhydre (lO mmoles) sont dissous. dans 40 ml de pyridine 
contenant 1,83 g de dimethylaminopyridine (15 mmoles) 
et 1,50 g d' anhydride succinique (15 mmoles). 
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dans 30 ml de DMF est agit€ a la temperature de la 
pi§ce pendant 20 heures. Le melange reactionnel est 
filtr£ et la r§sine est lav£e avec du DMF et de la 
pyridine puis traite avec du phSnylisocyanate (lp % 
5 en solution) . dans la pyridine (35 ml) pendant 3 heures 

pour bloquer les fonctions amino libres. 

Le m€lange est filtre et la resine est lavSe 
-avec de la pyridine et du methanol puis sechee. Le 
.rendement est de 5,6 g. 
1Q La quantity estim£e de thymidine fixee sur la 

r&sine est de 0,20 mmole par gramme . evaluSe. par . 
spectroscopie de la fonction dim§thoxytrityle et par 
la guantite de thymidine iib£r€e de la resine* 

Dn procide de determination quantitative de 
15 la charge du premier nuclioside sur le support selon 

la presente invention est effectuS de la fagon 
suivante : 

1°) on pese precis§ment 1 mg de support 
charge sec. 

20 2°) On ajoute 1 ml d'acide toluene sulfonique 

0,1 M dans l f ac§tonitrile. 

3°) -On mesure I'absorbance S 498 nm. Si * 
I'absorbance approche 2,0 alors on dilue et on 
effectue une nouvelle lecture. La charge peut €tre . 

25 calculee de la f agon suivante : 

(Abs 4 98) (facteur de dilution) 

Charge en ymoles/g = : : X 14 , 3 

Poids silica gel (mg) 

De cette fagon on obtient pour premiere charge 
avec les supports selon la presente invention entre 
200 et 215 umoles/g, ce qui est considerable par 
30 rapport a toutes les donnees existantes concernant les 

supports inorganiques , ces resultats §tant voisins de 
ceux obtenus avec les supports organiques. 
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anhydre on ajoute une solution de 2*mmoles de B-cyano- 
ethyle phosphomonochloridate de O-chlorophenyle dans 
0,5 ml d^cStonitrile sous agitation pendant 5 minutes. 

Le m€lange reactionnel est trempe avec 2 ml 
d'un tampon phosphate pH 7. La phase organique est 
evapor^e et le r£sldu est reparti entre lo ml de 
chloroforme et 10 ml d'eau. La couche chloroformique 
est lavee avec une solution de dihydrogeno-phosphate 
de sodium o,l M trois fois, puis deux fois avec de'l'eau. 

Le derive d§oxyguanosine correspondant n§cessite 
l f addition d'une quantite supplementaire de mono- 
chloridate. Ceci est du 3 la phosphorylation de la 
position 0 6 de la guanine. Toutefois, ia partie 
-phosphoryle en position O 6 peut etre eliminee pair 
agitation du triester avec du silica gel 60 pendant 
une nuit dans une solution de dichlorom§thaJie contenant 
quelques gouttes de pyridine pour eviter une detritylation. 
3e rendement global est de 60 a 70 % de triester pur 
apres chromatographic sur une petite colonne. 

Pour obtenir les phosphates de 5 r -dimethoxy- 
trityle N-acyle deoxynucleoside 3 '-o-chlorophenyle 
trie thy lammonium, les triesters mentionnes prec§demrnent 
sont traites avec la triethylamine dans une solution 
pyridine-acetonitrile pendant 1 heure. Le proced§ est 
decrit par Gait M.J., Sheppard R.C. , Nuc. Ac. Res. 
(1977.) ±, 1135-1158. 

Les sels correspondants sont obtenus pair 
precipitation dans 1' ether de petrole (40-60 0 C) . 

Pour la synthese par etaps des deoxypoly- 
nucleotides on utilise soit les sels de triethylammonium 
du mononucleotide ou les blocs de dinucleotides 
correspondants. Les blocs de dinucleotides sont prepares 
par le proced§ ci-apres. 
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piece, le support . solide est lave avec de la pyridine. 
Pour bloquer les groupes hydroxyles n'ayant pas reagi, 
le solide est traite avec la solution de protection 
suivante pendant 25 minutes : 

20 mmoles N/N-dimethylaminopyridine, 

lO mmoles d' anhydride acetique, 

50 ml de pyridine. 

Ce reactif bloque les groupes hydroxyles 
n'ayant pas reagi. 

Le solide est lav€ avec du dichlorome thane. 
Les groupes 5 - -dimethoxytrityle sont eliraines par 
traitement avec une solution saturee >de bromure de 
zinc dans un melange dichlorome thane risopropanol , 
{7-3). Le support est alors lave avec du dichloromethane 
et du DMF. II est ensuite s£che par passage de pyridine 
seche travers la colonne. Ce cycle, ^ savoir : 

a) condensation 1 heure7~ 

b) lavage. avec de la pyridine, 

c) protection, 

d) lavage, 

e) detritylation, 

f) trempage avec du DMF, 

g) sechage avec de la pyridine, 

est repete pour les blocs de dinucleotide CA, AC, GC 

et TG en utilisant 100 ymoles de chaque dimere et 

1 mraole de MSNT daiis 1 ml de pyridine anhydre. La 

deprotection finale du deoxyoligonucleotide a partir 

du support solide et 1 1 elimination des differents groupes 

de protection ainsi que la purification par HPLC seront 

decrites ci— apres. 
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Conclusion gSnerale 

La methode decrite ici est done 1 'application 
de la synthese tries ter des oligonucleotides sur un 
support inorganique du type silice. 

Cette procedure a §t§ employee avec succSs 
pour la production en routine d' oligonucleotides dont . 
differents exemples ont §te donn§s. 

Les principaux avantages de cette procedure 

sont : 

1) Ii f utilisation d'intermediaires stables qui 
peuvent etre prepares en grande quantite et stockSs. 
Ces interm§diaires, utilises en exces, peuvent etre 
r§cuper€s aprds synthese et r€utilis§s aprSs 
repurification^ * 

2) L'utilisation d'un support inorganique, 
non soluble, poss§dant de bonnes qualit€s mScanigues 
et autorisant une charge §levee en premier nucleoside. 
Un tel support est compatible avec la technique 
phosphotriester : 

- detritylation avec le bromure de zinc, 
reactif de choix qui ne peut pas etre utilise 
sur support inorganique de type poly- 
acrylamide (GAIT) ; 

- activation des sels de tri£ thy 1 ammonium 

par le MSNT dans un so l van t polaire (pyridine) 
— utilisation de 1' anhydride ac€tique pour 
proteger les 5' hydroxyles restes libres. 
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8) Proc£d£ selpn. l f une des revendications 6 et 7 
caracterisg en ce qu'apr&s le txaitement avec le d§riv6 
de silane le produit obtenu est traits par le chlorure 
de triihithylsilyle. _ 

9) Application du support selon'l'une des 
revendications 1 a 5. dans la synth&se an phospho tries ter 
des polynucleotides. 
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